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Pruf ungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Kopplung von Proteinen an ein modifciertes Polysaccharid 

© Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von 
Protemen an ein von Starke abgeleitetes modifiziertes Po- 
lysaccharid, wobei die bindende Wechselwirkung zwi- 
schen dem modifizierten Polysaccharid und dem Protein 
auf einer kovalenten Bindung be runt, welche das Ergeb- 
nis einer Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen 
Aldehydgruppe oder efner aus dieser Aldehydgruppe 
durch chemische Umsetzung hervorgegangenen funktfo- 
nellen Gruppe des modifizierten PolysaccharidmolekOls 
und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervor- 
gegangenen funktionellen Gruppe des Polysaccharidmo- 
lekuis reaktionsfahlgen funktionellen Gruppe des Pro- 
teins ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar 
resurtferende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere 
Reaktion zur obengenanntan kovalenten Bindung modifi- 
ziert sein kann. Die Erfindung betrifft ferner pharmazeuti- 
sche Zusammensetzungen, welche die bei der Kopplung 
gebildeten Konjugate umfassen, und die Verwendung 
dieser Konjugate und Zusammensetzungen zur prophy- 
laktischen oder therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Korpers. 
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Bescbreibung dieser Dextran-Kopplungsprodukte fur die therapeutische 

r^«, Anwendung an Mensch oder Her zugelassen wurde. 

[©001] Die schneUe Entwicklung dcr Gentechnik in den [0009] Derivatisierungen mil PEG wurden wesentlich 

letzten Jahrzehnten hat dazu geruhrt, dass eine Vielzahl von naufiger duxchgeffihrt, so dass diese Methode heute als Stan- 

Genen fur Proteine mit potentieUetn therapeutischem Nut- 5 dard fur die Molekulargewichtsvergio^erung von Proteinen 

zen identifiziert wurden und die entsprechenden Genpro- angesehen werden ^nn Einige dieser Derivate befinden 

dukte mit Hilfe biologischer Expressionssysteme unschwer sich in verschiedenen Phascn der klinischen Versuche bzw. 

rein Oder annShernd rein in groBeren Mengen hergestellt sind bereits in den USA zugelassen. In Phase HI befindet 

werden kronen rich FEG-Hamoglobin sowie ein PEG-Addukt der Super- 
[0002] Es stellte sich jedoch heraus, dass der praktische 10 oxiddismutase (SOD), das hinsichdich Polymerkopplungen 

Einsatz solcher Proteine, z. B. in der Diagnostic der Thera- als das am besten untersuchte Protein gilt PEG-gekoppelte 

pie und bei Biotransforrnationen t haufig auf Schwierigkci- Asparaginase wird bereits in der Therapie der akuten lym- 

ten stfiBt, da deren StabUitats- und L5slichkeitseigenschaf- pfaozytischen Leukamie eingesetzt In 2001 wurde PEG-In- 

ten, insbesondere bei physiologischen pH-Werten, oft unbe- terferon-a zur Behandlung von Hepatids-C-Pat5enten zuge- 
Medigend sind. Zwei Beispiele fiir solche Proteine sind der is lassen. 

Tumornekrosef aktor TNF-a oder Interleukin-2. [0010] Beim Einsatz dieser PEG-Konjugate wurde jedoch 

[0003] Iifckchkeitsprobkme treten zudem sehr haufig bei auch fiber unangenehme bis gefaMiche Nebenwirkungen 

der Expression von Glycoproteinen in prokaryotischen Sy- wie Juckreiz, T^erempfindhchkeitsreaktionen und Pankrea- 

stemen wie E. coli auf, da diese dann ohne die naturiiche titis berichtet. Femer ist die biologiscbe Aktivitat der Pro- 
Glycosylierung exprimiert werden, was zum Teil eine er- 20 teine nach der PEG-Kopplung oft sehr gering und der Meta- 

beblich verminderte LosUchkeit zur Folge hat Dies kann boUsmus der Abbauprodukte von PEG-Konjugaten ist noch 

den Einsatz von wesentlch teureren eukaryotischen Expres- weitgehend unbekannt und stellt mdglicherweise ein Ge- 

sionsystemen erfordertich macben. sundheitsrisiko dar. 

[0004] Beim therapeudschen Einsatz im Korper werden [0011] WO 99/49897 beschreibt Konjugate von Hamo- 
viele Proteine sehr schnetl aus dem Blutkreislauf entfernt 25 globin, welche durch Umsetzung der AMehydgruppen von 

oder abgebaut Systenrisch applizierte Proteine rrrit einem oxidativ ringgefiffneten Polysacchariden wie Hydroxyethyl- 

Molekulargewicht von mehr als etwa 70 kD konnen durch starke oder Dextran mit primaren Amingruppen des Proteins 

das reticuloendotheliale System oder spezitlsche Wechsel- gebildet werden. Dabei wirken die eingesetzten Polysaccha- 

wirkungen mit zeilularen Rezeptoren dem Kreislauf entzo- ride jedoch als polyfunktionelle Reagenzien die ein sehr he- 
gen werden. Kleinere Proteine nrit einem MolekuJargewicht 30 terogenes Produktgemiscfa mit schwer einstellbaren Eifien- 

von weniger als etwa 70 kD konnen Qberdies in groflem schaften ergeben. 

Umfang durch die glomerulare filtration in der Niere (Aus- [0012] US-Patent 6,083,909 beschreibt ein Verfahren zur 
^« g ^^ a70 ^ )Entfemtwerden - Kopplung von selektiv oxidierter Hydroxyemybtarke an 
[0005] Em in jiingerer Zeit verfolgter Ansatz zur Bene- Haptoglobin in DMSO. Unsere Untersuchungen zeigten je- 
bung der geschilderten Probieme besteht in der Kopplung as doch, daB das gewunschte Produkt unter den angegebenen 
solcher problematischen Proteine mit gut wasserlosHchen Bedingungen nicht erhalten wird, da Hamoglobin in DMSO 
mokompanblen Polymeren, wie z. B. Pblyethylenglycol denaruriert und damit seine biologische Aktivitat verlieit, 
und Dextran. Durch die Kopplung laBt sich einerseits das [0013] Es besteht somit nach wie vor Bedarf an pbysioio- 
Molekulargewicht tlber den Schwellenwert von 70 kD hin- gisch gut verlraglichen Alternativen zu Dextran- oder PEG- 
aus erhohen, so dass die Plasma- Verweilzeit kleinerer Pro- 40 gckoppelten Proteinen, nrit denen die Loslichkeit von Pro- 
line drastiscb gesteigert werden kann, andererseits kann teinen verbessert oder die Verweildauer der Proteine im 
durch den hydrophilen Polymeranteil die Loslichkeit im Plasma erhflht werden kann 

w^enMmeu verbessert werden [0014] Aufgabe der Erfindung ist esdaher, solche Alterna- 

[WMMq Wettere, rneist gilnsuge Wirkungen, die mit der tiven bereitzusteUen und einfache und effiziente Verfahren 
Kopplung von Proteinen nrit solchen Polymeren verbunden 45 zur Herstellung solcher alternative Ptoteinderivate zu ent- 

sein konnen, beruhen auf der Maddening von Proteaseer- wickeln. 

kennungssteUen und antigenen Determinanten auf dem Pro [0015] ErnndungsgemaB wird diese Aufgabe durch Hy- 
teinmolekul durch das gebundene Polymer. Dadurch konnen droxyallQrista^e-Protein-Konjugate gelfist, welche dadurch 
die merapeuUschen Proteine zum einen weitgehend dem gekennzeichnet sind, dass die bindende Wechselwirkung 
proteolytischem Abbau entzogen werden, zum anderen ist 50 zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem Protein 
die Auslosung allergener Reaktionen durch das korper- auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis 
fremde therapeutische Protein weitgehend unterdruckt. einer Kopplungsreaktion zwischen der endstSndigen Alde- 
Uber die Molekulargewichtserhohung hinaus werden Pro- hydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch cbe- 
teineso durch die Anwesenheit eines Polymers vor enzyma- mische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
tiscnem Abbau und zudem oft vor thermischer Denaturie- 55 des Hydroxyalkylstarkemolekiils und einer mit dieser Aide- 
rung geschiitzt. In vielen Fallen erhbht sich dadurch die Sta- hydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen 
biutat und m vivo-Halbwertszeit der Proteine deutlich bzw. Gruppe des Hyoroxyalkytstarkemolekuls reaktionsfahigen 
f S JS^ B 5^ Un0genitatUDdAl,tigenitat funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der 
[0007J Bisber wurden die meisten Mcdirlzienmgeo mit Kopplungsreaktion unmitmUjar resultierende Bindung gege- 
Polyethylenglycol oder Dextran diuxfcgernhrt, wobei PEG 60 benenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten 
genereU bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibt. kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 
[0008] Dextran-Kopplungen wurden nur fur einige we- [0016] Die Erfindung umfasst ferner pharmazeutische Zu- 
mge Proteine beschrieben, wie z, B. Streptokinase, Plasmin, sammensetzungen, welche diese Konjugate enthalten sowie 
HSmoglobm oder Ar^otinin. Dextran-Konjugate zeigen je- die Verwendung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 
doch oft hoheAnergcmtat,vermutlichverursacht durch Ab- 65 zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des 
baimrodukte des Dextrans, eine geringe metabolische Stabi- menschlichen oder tierischen Karpers sowie Verfahren zur 
htSt und m vielen Fallen geringe Ausbeufcen bei den Kopp- Herstellung dieser Konjugate und Zusammensetzungen 
lungsreaktionen. Dies hat dazu gefuhrt, dass bisher keines [0017] Oberraschend wurde gerunden, dass sich die oben 
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beschriebenen Reaktionen bei geeigneter Wahl der Bedin- 
gungen in wassriger Losung durchfuhren lassen, wodurch 
die biologischc Akiivit5t der Proteine in vielen Fallen voll- 
standig oder teilweise eifaalten werden kann. 
[0018] Das wassrige Reaktionsmedium fur die Kopp- 
lungsreaktion ist dabei vorzugsweise Wasser oder eine Mi- 
schung aus Wasser und einem organischen LQsungsraittel, 
wobei der Wasseranteil in der Mischung nrindestens etwa 
70Gew.-%, vorzugsweise mindestens etwa 80Gew.-%, 
noch bevorzugter mindestens etwa 90 Gew.-% betragt 
[C0E9] DasMoLverhalmisvonHydroxyalkylstarke(HAS) 
zu Protein bei der Kopplungsreaktion betragt gewdbnlicb 
etwa 20 : 1 bis 1 : 1, vorzugsweise etwa 5 : 1 bis 1 : 1. 
[0020] Die biologische Restaktivitat der erfindungsgemii- 
Ben Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugate, bezogen auf 
die Ausgangsaktivitat des Proteins, betragt in der Regel 
mindestens 40%, vorzugsweise mindestens 50%, bevorzug- 
ter mindestens 70%, noch bevorzugter mindestens 90%, am 
meisten bevorzugt mindestens 95%. 
[0021] Die erfindungsgemafi eingesetzte Hydroxy alkyl- 
starke (HAS) kann nach einem be kann ten Vfeifahren, z. B. 
Hydroxyalkylierung von Starke an der Cr und/oder C$-Po- 
sition der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2- 
ChioralkanoL z.B. 2-Chlorethanol, (siehe z.B. 
US 5,218,108 fur die Hydroxyethylierung von Starke), mit 
verschiedenen gewunschten Molekulargewichtsbereichen 
und Substitutionsgraden hergestellt werden. £s kOnnen auch 
beliebige der im Handel erhaltlichen Praparationen einge- 
setzt weiden. Die Definition der Alkylgruppierung in "Hy- 
droxy alky Istarke", wie hier verwendet, schlieBt Methyl, 
Ethyl, Isopropyl und n-Propyl ein, wobei Ethyl besonders 
bevorzugt ist. Ein wesentlicher Vorteil der HES ist es, dass 
ctiese als biokompatibler Plasmaexpander bereits behordlicb 
zugelassen ist und in grofiem Stil klinisch eingesetzt wird 
[0022] Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxyalkyl- 
staike kann im Bereich von etwa 3 kD bis mehreren Millio- 
nen Dal ton, vorzugsweise etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, be- 
vorzugter im Bereich von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im 
Bereich von etwa 70 kD bis etwa 1000 kD, besonders be- 
vorzugt bei etwa 130 kD, liegen. Fur die Kopplung an kleine 
Proteine wird das mittlere Molekulargewicht der Hydroxy- 
alky Istarke vorzugsweise so gewahlt, daB der oben genannte 
Schwellenwert von 70 kD bei den Konjugaten Oberschritten 
wird, wahrend fur die Kopplung an groBe Proteine das Mo- 
lekulargewicht der Hydroxy alkylstaike vorzugsweise im 
unteren Bereich des genannten Spektrums liegen wird Da 
eine Kopplung an mehreren Stellen eines Proteins mogiicb 
ist, kann es auch vorteilhaft sein, mehrere kleine Polymer- 
ketten, statt einer hochmolekularen zu koppeln. Der Substi- 
tutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl modifizierter Anhydro- 
glucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydrogluco- 
seeinheiten) kann ebenfalls variieren und wird haufig im Be- 
reich von etwa 0,2 bis 0,8, vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, 
noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die Zahlen 
beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwi- 
scben 0 und 1 liegt). Das Verhaltnis von Cr zu C fi -Substitu- 
tion liegt gewShnlich im Bereich von 4 bis 1 6, vorzugsweise 
im Bereich von 8 bis 12. 

[0023] Diese Parameter lassen sich nach bekannten \fer- 
fahren einstellen. Erfahrungen mit der Verwendung von Hy- 
droxyethyistSrke (HES) als Blutersatzstoff haben gezeigt, 
dass die Verweilzeit von HES im Plasma vom Molekularge- 
wicht und dem Substitutionsgrad und Substitutionstyp (Cr 
Substitution oder (^-Substitution) abhangt, wobei ein hohe- 
res Molekulargewicht, ein hdherer Substitutionsgrad und 
ein hdherer Anteil der C2-Substitution die Verweilzeit er- 
hofat 

[0024] Diese Beziehungen geiten auch fur die erfindungs- 



gemaBeo Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugate, so dass 
die Verweilzeit eines bestimmten Konjugats im Plasma uber 
den Polysaccharidanteil einstellbar ist. 
[0025] Hya^xyethyLstarke-Praparate mit einem mittleren 

5 Molekulargewicht von 130 kD und einem Substitutionsgrad 
von 0,5 bzw. mit einem mittleren Molekulargewicht von 
200 kD und einem Substitutionsgrad von 0,25 fanden be- 
reits kliniscbe Anwendung als BlutersatzstofFe und sind 
auch fiir den Einsatz in der vorliegenden Erfindung geeig- 

10 net 

[0026] Als Protein ist in der vorliegenden Erfindung 
grundsStzlich jedes Protein geeignet, das die erfoiderliche 
funktionelle Gruppe, z. B. eine freie Aminogruppe, Thiol- 
gruppe oder Carboxylgruppe, zur Reaktion mit der funktio- 

15 nellen Gruppe des HAS-Molekuls besitzt 

[0027] Zur Einfuhrung einer gewunschten funktionellen 
Gruppe kann das Protein auch mit einem geeigneten, phy- 
siologisch Yertraglichen, bifiinktionetlen Linkerraolekul 
umgesetzt werden. Die verbleibende reaktionsfahige funk- 

20 tionelle Gruppe des angekoppelten Linkermolekuls wird 
dann fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung ebenfalls 
als "reaktionsfShige funktionelle Gruppe des Proteins" be- 
trachtec 

[0028] Geeignete Linkermolekule enthalten an einem 

25 Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen runk- 
tionellen Gruppe des Proteins, z. B. einer Amino-, Thiol- 
oder Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung eingehen 
kann, und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch che- 

30 mische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe, z. B. einer Carboxylgruppe, aktivierten Carboxyl- 
gruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung 
eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen 
des linkermolekuls befindet sich ein biologisch vertragli- 

35 ches BruckenmolekUl geeigneter Lange, z. B. eine Gruppie- 
rung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (01igo)alky- 
lenglycolgruppierung oder eine andere geeignete Oligomer- 
gruppierung. Bevorzugte Gruppierungen, die mit Amino 
gruppen reagieren konnen, sind z. B. N-Hydroxysuccininri- 

40 dester, Sulfo-N-hydroxysucdnimidester, Imidoester und an- 
dere aktivierte Carboxyigruppen; bevorzugte Gruppierun- 
gen, die mit Thiolgruppen reagieren konnen, sind z. B. Ma- 
id mid- und Carboxyigruppen; bevorzugte Gruppierungen, 
die mit Aldehyd- oder Carboxyigruppen reagieren konnen, 

45 sind z. B.Amino- oder Thiolgruppen. 

[0029] Beispielhafle Linkermolekule zur VerknUpfung 
von SH- und NH-Funktionen sind: 
AMAS (N-ct(Maldmidoacetoxy)snccinimidester) 
BMPS (N-p(Maleimitt^propyloxy)sucdnimidester) 

50 GMBS (N-7^aleimidobutyiyloxy)sucdnin^ 
EMCS ^-£^aleimidocar^yloxy)succimmidester) 
MBS(m-(Maleiniio^benzoyl>N-hya^xysuccimmidester) 
SMCC (SuednimidyM-(N-maldmidomemyl^ 
1-carboxylat) 

55 SMPB (Sucdnimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat) 
SPDP (Sucdm^dyl-3-(2-pyridyldi^o)proprionat) 
Sulfo-GMBS (N-T(Maleimia^butyryloxy)sulfosuccimmi- 



Sulfo-EMCS (N-e(Maleinudocarjroyloxy)sulfosuccumrii- 
60 dester). 

[0030] Beispielhafle Linkermolekule zur VerknUpfung 
von SH- und SH-Funktionen sind: 
BMB (1.4-Bis-maleimidobutan) 
BMDB (1.4-Bis-maleinudo-2.3-dihydroxybutan) 
65 BMH (Bls-maleimidohexan) 
BMOB (Bis-maleimidoethan) 
DTME (Dithio-bis-maleimidoethan) 
HBVS (L6-Hexan-bis-vinylsulfon) 
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BM(PEO) 3 (1.8-Bis-maleimidoUiemylenglycol) 
BM(PEO>4 (1.11-Bis-maleimidoCetraethylenglycol). 
[0031] Beispielhafte linkermolekule zu Verknttpfung von 
NH- und NH-Funktionen sind: 

BSOCOES (Bis-(2^sucdnimidyloxycarboDy- 
loxy)ethyl)sulfon 

BS 3 (Bis-(sulfosucdniniidyL)suberat) 

DKDNB (1.5-DifluQr-2.4-dinilroben2ol) 

DMA (Dimethyladipijnidat HQ)) 

DSG (IXsuccinitradylglutarat) 

DSS (Disuccinimidylsuberat) 

EGS (Ethylenglycol-bis^succininu^lsuccinat). 

[0032] Beispielhafte linkermolekiile zur \ferknilpfung 

von SH- und CHO-Funktionen sind: 

BMPH (NKp-Maleimidopropionsaure)hydrazid TEA) 

EMCA (N-(e-Maleinudoc»pionsaure)hydtazid) 

KMUH (N-(tc-MabiMdoundecansaure)hydrazid) 

M2C2H (4-(N-Maldmidomethyl)cyclohexan- 1-carboxylhy- 

drazidHCl) 

MFBH (4K4-N-Maleimidoprjenyl)buUersa^hydrazid 
HO) 

PDPH (H2-Pyndyldithio)propionylhydrazid). 

[0033] Ein beispielhaftes linkermolekul zur Verknttpfung 

von SH- und OH-Funktionen ist FMPI (N-(r>Maleimido- 

phenyl)isocyanat). 

[0034| Beispielhafte Linkermolekule zur OberfUhrung ei- 
ner SH-Funktion in eine COOH-Funktton sind: 
BMPA (N-p-Maleinudopropionsaure) 
EMCH (N-j^Maleimidccapronsaiire) 
KMUA (N- K-Maleimi doundecans aure) . 
[0035] Beispielhafte Linkermolekule zur UberfDhrung ei- 
ner NH-Funktion in eine COOH-Funktion sind MSA (Me- 
thyl-N-succimoiidyladipat) oder langerkeUige Homologe 
davon oder entsprechende Derivate von EthylenglycoL 
[0035] Beispielhafte Linkermolekule zur UberfDhrung ei- 
ner COOH-Funktion in eine NH-Funkuon sind DAB (1.4- 
Diaminobutan) oder langerkettige Homologe davon oder 
entsprechende Derivate von EthylenglycoL 
[0037] Ein beispielhaftes linkermolekul, das mit einer 
Aminogruppe eines MolekUls reagiert und eine geschtttzte 
Aminogruppe in grdBerem Abstand von diesem Molekiil zur 
Vermeidung einer sterischen Hinderung bereitstellt, ist 
TFCS (N-e(Trifluoracetylcar>royloxy)sucdnim^ 
[0038] Weitere geeignete Linkermolekiile sind Fachleuten 
bekannt und im Handel erhaMtlich oder kdnnen je nach Be- 
darf und in Abhangigkeit von den vorhandenen und ge- 
wunschten funktionellen Gruppen der HAS und des anzu- 
koppelnden Proteins entworfen und nach bekannten Verfah- 
ren hergestellt werden. 

[0039] Der Begriff "Protein" im Sinne der vorliegenden 
Erfindung soli jede Aminosauresequenz einschlieBen, die 
mindestens 9-12 Aminosauren, vorzugsweise mindestens 
15 Aminosauren, bevorzugter mindestens 25 Anrinosauren, 
besonders bevorzugt mindestens 50 Aminosauren, umfafit, 
und auch natiirliche Derivate, z. B. Pra- oder Pro-Formen, 
Giycoproteine, Phosphoproteine, oder synthetische modifi- 
zierte Derivate, z.B. Fusionsproteine, Neoglycooroteine, 
oder durch gentechnologische Verfahren modifizierte Pro- 
teine, z. B. Fusionsproteine, Proteine mit Aminosaureaus- 
tauschen zur Einfuhrung bevorzugter Kopplungsstellen, ein- 
schlieBen. 

[0040] Zur prophylaktischen oder therapeutischen Be- 
handlung des menschlichen oder n'erischen Kdrpers wild 
das betrefifende Protein eine bestimmte gewUnschte Funk- 
tion im XOrper ausuben. Vorzugsweise besitzt das Protein 
daher z. B. eine regulatorische oder katalytische Funktion, 
eine Signal vertrrittlungs- oder Transportfunktion oder eine 
Funktion bei der Irnmunreaktion oder Auslosung einer Im- 
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munreaktion, 

[0041] Das Protein kann beispielsweise aus der Gruppe 
aus Enzymcn, Antiktfrpern, Antigenen, Iransportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen, Wachstumsfaktoren, 
5 Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aktivatoren, Intribi- 
toren oder einem funktionellen Derivat oder Fragment da- 
von ausgewahlt sein. "Funktionelles Derivat oder Frag- 
ment" bedeutet in diesem Zusammenhang ein Derivat oder 
Fragment, das eine gewflnschte biologische Eigenschaft 
10 oder Aktivitat des Stammolekiils ganz oder teilweise, z. B. 
zu mindestens 10-30%, bevorzugter zu mehr als 50%, noch 
bevorzugter zu mehr als 70%, am meistens bevorzugt zu 
mehr als 90%, behalien hat. Besonders bevorzugte Beispiele 
eines solchen Fragments sind Antikorperfragmente. 
15 [0042] Spezielle Beispiele sind Or, 0- oder 7-Interferon, 
Interleukine, z. B. IL-1 bis IL-18, Wachstumsfaktoren, z. B. 
epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Tnrombozytenwachs- 
tumsfaktor (PDGF), Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), 
Gehirn-abgeleiteter Wachstumsfaktor (BDGF), Nerven- 
20 wachstumsfaktor (NGF), B-ZeUen-Wachstumsfaktor 
(BOGF), Gehirn-abgeleiteter neurotropher Wachstumsfak- 
tor (BDNF), Gliarer neurotropher Faktor (CNTF), transfor- 
mierende Wachstumsfaktoren, z.B. TGF-a oder TGF-0, 
Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF), z. B. GM-CSF, G- 
25 CSF, BMP ("bone morphogenic proteins"), Wachstumshor- 
mone, z. B. Human- Wachstumshormon, Tu mornekrosefak- 
toren, z. B. TNF-ct oder TNF-p, Somatostatin, Somatotro- 
pin, Somatomedin e, Serumproteine, z.B. die Gerinnungs- 
faktoren n-Xm, Albumin, Erythropoietin, Myoglobin, Ha- 
30 moglobin, Plasminogenaktivatoren, z. B. Gewebe-Plasmi- 
nogenaktivator, Hormone oder Prohormone, z. B. Insulin, 
Gonadotropin, Melanocyten-stimulterendes Hormon (o> 
MSH), Triptorelin, Hypothakmushormone z. B. antidiureti- 
sche Hormone (ADH) und Oxytocin sowie Laberine und 
35 Statine, Parathormon, Schilddrusenhormone, z. B. Thyro- 
xin, Thyrotropin, Thyroliberin, Prolactin, Calcitonin, Gluca- 
gon, Glucagon-ahnliche Peptide (GLP-1, GLP-2 etc,), 
Exendine, z. B. Exendin-4, Leptin, Vasopressin, Gastrin, Se- 
cretin, Integrine, Glycopioteinhormone (z.B. LH, FSH 
40 etc.), Hgmenthormone, Iipoproteine und Apo-lipopro- 
teine, z. B. Apo-B, Apo-E, Apo-L*, Immunglobuline, z. B. 
IgG, IgE, IgM, IgA, IgD oder ein Fragment davon, Hirudin, 
"Tissue-Pathway" -Inhibitor, Pflanzenproteine, z. B. Lektin 
oder Ricin, Bienengift, Schlangengifte, Immunotoxine, An- 
45 tigen E, Butroxobina, Alpha-Proteinase-Inhibitor, Rag- 
weed-Allergen, Melanin, Oligolysin-Proteine, RGD-Pro- 
teine oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoren fur ei- 
nes dieser Proteine; oder ein funktionelles Derivat oder 
Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptoren. 
50 [0043] Geeignete Enzyme konnen z, B. aus den Gruppen 
der koUenhydratspezifischen Enzyme, proteolytischcn En- 
zyme, Oxidasen, Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrola- 
sen, Lyasen, Isomerasen, Kinasen und Ligasen ausgewahlt 
sein. Spezielle, nicht beschrankende Beispiele sind Aspara- 
55 ginase, Arginase, Arginindeaminase, Ari^nosmdeaminase, 
Glutaminase, Glutaminase- Asparaginase, Phenylalaninam- 
moniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, Superoxiddismu- 
tase, eine Endotoxinase, eine Catalase, Peroxidase, Kalli- 
krein, Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, Thermolysin, eine 
60 Lipase, eine Uricase, Adenosindiphosphatase, Purinnukleo- 
sidphosphorylase, Bilirubinoxidase, eine Glucoseoxidase, 
Glucodase, Gluconatoxidase, Galaktosidase, Glucocerebro- 
sidase, Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebe faktor, ein 
Gewebeplasuunogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, 
« MAP-Kinasen, DNAsen, RNAsen, I^toferrin, und funk- 
tionelle Derivate oder Fragmente davon. 
[0044] Wie oben erwannt, ist die an der Kopplungsreak- 
tion beteiligte funktionelle Gruppe des HAS-MolekQls die 
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eodstandige Aldehydgruppe otter eine daraus durch chemi- [0^enzotriazol-l-yl)-N^J^^-bis(tetraiiijBthyten)urom- 
schc Umsetzung hervorgegangene Gruppe. umhexafluorphosphat, Carbonyldiimidazol (CDI), oder vor- 
Ein Bei spiel fiir eine solche chemischc Umsetzung zugsweise Carbodiimide > z. B. l-(3-Dimethylaminopropyl)- 
istdieselektiveOxidadon(UeserAldehydgiu^miteinem 3-elhylcarbodiimid (EDQ, Dicyclohexylcarbodiinrid 
scbonenden Oxidationsmittel, wiez. B. Iod, Brom oder eini- 5 (DOC), Diisopropylcartxxiiimid (DIPC), besonders bevor- 
gen Metallionen, oder auch mittels elektrochemischer Oxi- zugt EDC. Im Gegensatz zu gangigen, in der Iiteratur be- 
dalion zu einer Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxyl- schriebenen Verfahren fUr ahnliche Kopplungsreaktionen 
gruppe, z. B. einem Ester, Lacton, Amid, wobei die Carb- wurde dabei tiberraschenderweise festgestelll, dass bei Ver- 
oxylgruppe gegebenenfalls in einer zweiten Reaktion in das wendung eines Carbodiimids in der Regel der Einsatz an- 
aktivierte Derivat uberfuhrt wird. Diese Carboxylgruppe 10 sonsten obligatorischer weiterer Aktivatoren wie TYiazole, 
oder aktivierte Carboxylgruppe kann dann mit einer prima- z, B. HOBt, mcht erforderlich ist bzw. sogar die Ausbeuten 
ren Amino- oder Thiolgruppe des Proteins unter Ausbildung verschlechtert. Bei der erfwdungsgemaBen Kopplung von 
einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt wer- ox-HES an verschiedene Modellverbindungen in Gegen- 
dea wart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dage- 
[0046] In einem besonders bevorzugten Herstellungsver- 15 gen weitgehend unabhangig vom Molekulargewicht der 
fahren wird diese Aldehydgruppe mit einem molaren Uber- HES hohe Ausbeuten erzielt werden (siehc Beispiele). 
schuB an Iod, vorzugsweise in einem Molverhaltnis von Iod [0049] Statt der Reaktion der Carboxylgruppe oder akti- 
zu HAS von 2 : 1 bis 20 : 1, besonders bevorzugt etwa 5 : 1 vierten Carboxylgruppe mit einer freien primaren Amino- 
bis 6: 1, in waBriger basischer Losung selektiv oxidiert. gruppe des Proteins (z. B. eines Lysin- oder Argininrests) ist 
Nach dem in Beispiel 1 besenriebenen optimierten \ferfah- 20 grundsatzlich auch eine analoge Reaktion mit einer Ttaiol- 
ren wird zunachst eine Menge an Hydroxyalkylstarke in gruppe (eines Cysteins) des Proteins moglich. Dabei ist je- 
warmem destilliertem Wasser geltist und etwas weniger als doch zu berilcksichtigen, dass Cysteine in der Regel in S-S- 
1 Molaquivalent waBriger lodlosung, vorzugsweise in einer Bracken involviert sind und daher fUr eine Kopplungsreak- 
Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, besonders bevorzugt tion nicht zur Verrugung stehen. Sind dagegen freie Cy- 
etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine wafirige NaOH- 25 steine vorhanden, so spielen diese haufig eine wichtige 
Losung in einer molaren Konzentration, die etwa das Rolle bei der Katalyse oder sind in der Kontaktstelle von 
5-15fache, vorzugsweise etwa das lOfache, der lodlosung Untereinheiten involviert. Eine Modifizierung dieser Cy- 
betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von mehreren steine wird dann in einem teilweisen oder vollstandigen \fcr- 
Minuten der Reaktionslosung zugegeben, bis die Losung lust der biologischen Aktivitat resultieren. Zur Behebung 
nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu werden. Es wind er- 30 dieses Problems konnten freie Cysteine durch gangige geri- 
neut etwas weniger als 1 Molaquivalent der obigen wSBri- technologische Verfahren wie z. B. gerichtete Mutagenese 
gen lodlosung der Reaktionslosung zugegeben, das Zutrop- oder chemische Peptidsyn these an solchen Stellen im Pro- 
fen der NaOH-Ldsung wieder aufgenommen und die Zug- tern eingetuhrt werden, von denen bekannt ist, dass sie keine 
abe von Iod und NaOH werden solange wiederholt, bis etwa Rolle fiir die Aktivitat spielen. Auf diese Weise ist eine op- 
5,5-6 MolSquivalente lodlosung und 11-12 Moiaquivalente 35 timale Steuerung des Kopplungsortcs moglich. Auf dieselbe 
NaOH-Ldsung, bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zuge- Weise konnten auch andere reaktionsfahigc Aminosauren, 
geben worden sind Dann wird die Reaktion abgebrocheu, z, B. Lys, His, Arg, Asp, Glu, gezielt in das Protein einge- 
die Reaktionslosung entsalzt, z.B. durch Dialyse oder Ul- fuhrt werden. 

trafiltration, einer Kationenaustauschchiomatographie un- [0050] Die reaktive Gruppe des Hydroxyalkylstarkeraole- 

terworfen und das Reaktionsprodukt durch Lyopfailisierung 40 kuls kann auch eine durch chemische Umsetzung der end- 

gewonnen. Bei diesem Verfahren werden unabhangig vom standigen Aldehydgruppe entstandene Amino- oder Tbiol- 

Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten er- gruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Aminie- 

sielL rung der Aldehydgruppe durch Reaktion mit Ammoniak in 

[©©47] In einer weiteren besonders bevorzugten AusfUh- Gegenwart von Wasserstoff und einem Xatalysator oder in 

rungsform erfolgt die selektive Oxidation mit alkalischen 45 Gegenwart von Natriurncyanoborhydrid dirchgefiihrt wer- 

stabilisierten Losungen von Metallionen, z. B. Cu++ oder den. Die entstandene Amino- oder Thiolgruppe kann dann 

Ag + , ebenfalls in etwa quantitativer Ausbeute (Beispiel 2). mit einer freien Carboxylgruppe des Proteins (z. B. einer ge- 

Vorzugsweise wird dabei ein etwa 3-10facher molarer gebenenfalls aktivierten Giutamin- oder Asparagins&ure) 

OberschuB des Oxidationsmittels eingesetzt unter Ausbildung einer Amid- oder Thioesterbindung rea- 

[0048] AnschlieBend wird die gebildete selektiv oxidierte 50 gieren, 

Hydroxyalkylstarke (ox-HAS) in Gegenwart eines Aktivie- [0051] Feraer kann die endstandige Aldehydgruppe des 

rungsreagenzes mit einer freien Aminogruppe des ge- HydroxyalkylstarkemolekUls oder eine daraus durch chemi- 

wOnschten Proteins unter Ausbildung einer Amidbindung sche Umsetzung hervorgegangene runktioneUe Gruppe auch 

umgesetzt. Geeignete Aktivierungsreagenzien sind z, B. N- mit einem geeigneten physiologisch vertrSglichen, bifunk- 

Hydroxysuccinimid, N-Hydroxyphthahrrrid, Thiophenol, p- 55 tionellen Linkermolekul umgesetzt werden. In diesem Falle 

Nitrophenol, o,r>Dinitrophenol, TVichlorphenol, Irifluorp- ist fur die Kopplungsreaktion die "aus der endstandigen Al- 

henol, Pentachlorphenol, Pentafluorphenol, 1-Hydroxy-lH- dehydgruppe des Hydroxy alkylstarkemolekflls durch che- 

benzotriazol (HOBt), HOOBt, HNS A, 2-Hydroxypyridin, mische Umsetzung hervorgegangene tunktionelle Gruppe" 

3-Hydroxypyridin, 3,4-Dmy6^4-oxobenzotriazin-3-ol f 4- die verbleibende ieaktionsfahige tunktionelle Gruppe des 

Hyo^xy-23^I^nyl-3(2H>miophenon-l,l-m , oxid, 3- 60 birunktionellen Linkermolekuls, mit dem die endstandige 

Phenyl- l-(p-niux>phcnyl)-2-pyrazolin-5-on), [1-Benzotria- Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene tunktio- 

zolyl-N-oxy-tris(oUmemylamiiK>)rjhosphoniunihexafl nelle Gruppe umgesetzt wurde. Auf diese Weise kann die 

hosphat] (BOP), [1 -Beozotriazolyloxy tripyirolidinophos- endstandige Aldehydgruppe ebenfalls in eine gewiinschte 

phoniumhexafluorphosphat 0*yBOP), [(HBenzotriazoM- tunktionelle Gruppe Uberfuhrt werden. 

yl)-N^^^-teU^emyluroniumhexafluorphosphat 65 [0052] Geeignete LinkermolekQle enthalten an einem 

(HBTU), [0<Benzotriazol-l-yl)-N^^^-tetxamethyluro- Ende eine Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehyd- 

mumtetrafluorborat (TBTU), [0-(Benzotriazol- 1-yl)- gruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung her- 

N,N,N ^-bis(r^tamemylen)uroniunihexafluorrA^ vorgegangenen funktioncllen Gruppe, z. B. einer Carboxyl- 
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gruppe, aktivierten Caiboxylgmppe, Amino* oder Thiol- chaiidantal durch eine Glykan-spezifiscbe Farbung der mit- 

gruppe, eine kovalente Bindung cingeben kahn, und am an- tels SDS-PAGE getrennten Banden nach Blotting auf eine 

derenEnde eine Giuppierung, die rait eincr reakuonrfsihigen Membran feststellbar ist. Auch eine quantitative Glykanbe- 

runkuonellen Gruppe des Proteins, z.B. einer Amino-, stimmung ist moglich. Eine genaue Identifeierung der 

Thiol- oder Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung einge- 5 Kopplungsstelle auf dem Protein ist durch Pbptid-Mapping 

hen kann. Zwischen den beiden ftrnktiooellen Gruppen des und/oder MALDI-TOF-Massenspektroskopie bzw. Ebktro- 

Linkermolekuls befindet sich ean biologisch vertragliches sprayionisatioo-Massenspektroskopie moglich. Auf diese 

Biuckenmolekul geeigneter Lange, z. B. eine Gruppierung, Weise kann die Kopplung optimiert und die Molekularge- 

cfie rich yon einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylengly- wichtsverteilung sowie moglicherweise (z, B. bei unter- 

colgruppierang oder eine andere geeignete Oligomeigrup- 10 schiedlicher Reaktivitat der reaktionsfahigen Gruppen auf 

pierung. Bevorzugte Gruppierungen, die mit Aminogruppen dem Protein) sogar die Kopplungsstelle der Produkte vorbe- 

reagieren konnen, sind z.B. N-Hydroxysuccinimidester, stimmt werden. 

Sulfo-N-hydroxysuccinimidester, Inridoester oder andere [0057] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen 

aktivierte Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die gegebenen falls als solche oder in Form einer pharmazeuti- 

mit Thiolgruppen reagieren konnen, sind z.B. Maleimid- 15 schen Zusammensetzung zur piophylaktischen oder thera- 

und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit peuti schen Behandlung des menschlicben oder tierischen 

Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren kdnnen, sind KBrpers eingesetzt werden. 

z. B.Amino- oder Thiolgruppen. [0058] Derartige Zusammensetzungen iimfassen eine 

[0053] Eine Reihe von speziellen, nicbt beschrankenden pharmazeutisch wirksame Menge eines erfindungsgemaBes 

Beispielen fur geeignete IinkermolekOle wuiden bereits 20 Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharmazeu- 

obenunter^zugaufm^Konjugationvonlinkermolekulen tisch geeigneten lYager und gegebenenfalls andere thera- 

an das Protein angegeben. peuti sche bzw. galenische Bestandteile oder Hilfsstoffe. 

[C054] Bei einem alternativen ermidungsgemaBen Kopp- Hilfsstoffe konnen z. B. Verdunnungsmittel, Puffer, Ge- 

lungsverfahren der vorliegenden Erfindung wird die end- schmacksmittel, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Ver- 

standige Aldehydgruppe direkt mit einer priraaren Amino- 25 m'ckungsmittel, Gleitmittel, KonservierungsstoSe (ein- 

gruppe(z.B. eines Ly sin- oder Arg in inrests oder des N-Tbr- schlieBlich Antioxidantien) sowie Substanzen einschlie6en 

imnus) des Proteins unter Bildung einer Schiffschen Base die dazu dienen, die Formulierung mit dem Blut des vorge- 

umgesetzt. AnschlieBend oder parallel dazu wird die gebil- sehenen Empfangers isotonisch zu machen. Eine phanna- 

dete SchifFsche Base durch Umsetzung nrit einem geeigne- zeutisch wirksame Menge ist diejenige Menge, welcne aus- 

ten Reduktionsmittel reduziert, wodurch eine im waBrigen 30 reicht, um bei einmaliger oder mehrmaliger \ferabreichung 

Milieu stabile Bindung zwiscnen Protein und HAS entsteht. im Rahmen einer Behandlung zur Erleichterung, Heilung 

Bevorzugte ReduktionsmiUel sind Natriumborhydrid, Natri- oder Verhutung eines Krankheitszustands eine gewflnschte 

umcyanoborhydrid, organische Borkomplexe, z. B. ein 4- positive Wirkung zu entfalten. Bin pharmazeutisch annehm- 

(Dmiethylamino)pyridin-BOTkomplex, N-Ethyldiisopropy- barer TVager ist ein Trager, der sowohl mit dem Arzeimittel- 

lamin-Borkomplex, N-EmylnK>rpholin-Borkomplex, N- 35 wirtetoffalsauchmito^KorpcrdesPatientenkompadbel 

Methylmorpholin-Borkomplex, N-Phenylmorpholin-Bor- ist. 

komplex, Lutidiu-Borkomplex, THemylamin-Borkomplex, [C059] Die Form der Zusammensetzung wird je nach dem 

Trimemylamin-Boikomplex; geeignete stereoselektive Re- gewunschten bzw. geeigneten Verabreichungsweg variieren. 

dukdonsmittel sind beispielsweise Natriumtriacetatborhy- Hn bevorzugter Weg ist die parenterale Verabreichung, 

drid, Natriumtriemylborhydrid, Natriuratrimethoxyborhy- *> z B. eine subkutane, intramuskulare, intravenose, intraarte- 

drid, KaKum-tri-sec-butylborhydrid (K-Selectride), Na- rielle, intraartikulare, intratbekale, extradurale Injektion 

trium-tri-sec-butylborhydrid (N-Selectride) Lithium- tri-sec- bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls moglich ist eine in- 

butylborhydrid (L-Selectride), Kaliumtriamylborhydrid tranasale, intratracheale oder topische Applikation. Eine to- 

(KS-Selectride) und Litm'unitriamylborhydrid (LS-Selec- pische Applikation von erfindungsgemSB konjugierten 

tride )- ... 45 Wachstummktoren kBnnte beispielsweise die Wundheilung 

[0055] Durch geeignete Variation der Reaktiombedingun- beschleunigen. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen 

gen konnen die Ausbeuten verbessert werden. Parameter fur konnen gunstigerweise in Form einer Dosierungseinheit 

solche Optimierungsversuche sind der pH-Wert des Reakti- dargeboten werden und nach irgendeinem der auf dem Ge- 

onsansatzes(m5glicherProteinabbau durch alkalisches Bor- biet der Phannazie wohlbekannten \ferfahren hergestellt 

bydrid), Temperatur und Dauer des Inkubation sowie Art 50 werden. 

des Reduktionsmittels fur die Eintopfreaktion. Eine weiterc [0060] Die Konjugate der vorliegenden Erfindung k5nnen 

Alternative stellt die Moglichkeit dar, die Reaktion in zwei auch auf alien andeien Gebieten eingesetzt werden, bei de- 

Schritten durchzufiihren, wobei fiir den Reduktionsschritt nen andere Protein-Polymer-Konjugate, z, B. PEG-Protein- 

ein immobilisiertes Reduktionsmittel eingesetzt werden Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht 

kann - < 55 beschrankende Beispiele sind die \ferwendung eines HAS- 

[0056] Die Reaktionsprodukte der Kopplung konnen mit Protein-Konjugats als immobilisierter Katalysator oder Re- 

bekannten Verfahren untersucht und die Kopplungseffizienz aktionspartner fiir eine Reaktion in heterogener Phase oder 

festgestellt werden. So konnen z. B. die freien primSren als SSulenmaterial fur die (Inmiun)afhmtatschromatogra- 

Aminogruppen im Protein vor und nach der Kopplung mit pine. Weitere Anwendungsmdglichkeiten werden fur den 

Trimtrobenzolsulfonsaure (Habeeb, ASAF, Anal. Biochem. «> Fachmann in Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaften 

14, 328-336 {1966)) bestimmt werden. Die Kopplungsaus- der erfindungsgemaBen HAS-Protein-Konjugate unschwer 

beute von Reaktionen unter Beteiligung primSrer Amine ersichtlich sein. 

konnte auch durch Derivatisierung der nicht umgesetzten [0061] Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naner 

Amine mit Fluorescamin und Bestimmung der Pluoreszenz erlautern, ohne diese jedoch darauf zu beschranken. Insbe- 
festgestellt weidea Die Molekulargewichtsverteaung kann 65 sondere kOnnen analoge Reaktionen auch mit Hydroxyme- 

durch SDS-PAGE und Gelpermeation festgestellt weiden. thylstarke und Hydroxypropylstarke durchgeriihrt und ahn- 

Der Proteinanteil im Konjugat ist durch SDS-R\GE und an- hche Ergebnisse erzielt werden. 
schlieBende Silberfarbung nachzuweisen, wahrcnd der Sac- 
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BEISPIEL 1 BEISPffiL3 

Selcktive Oxidation von Hydioxyethylstarice (EES) mit Iod Kopplung von selektiv oxidierter hochmoickularer HES 

, (ox-HES-130 kD) an Humanserumalbumin (HSA) 

[0062] Inein^Rundkolbenwunienl0gHES-130kD3n 5 

12 ml entionisiertem Wasser unterErwannen gelost. Zu die- [0067] in einem Rundkolben mit Magnetriihrer wurden 
ser Losung wurden 2 ml einer 12-L6sung (0.1 N) gcgebcn. 4.3 g ox-HES-130 kD und 200 mg HSA (Sigma, Taufkir- 
Einc Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dera Kolben chen) unter leichtem Erwarmen vollstSndig in Wasser ge- 
uber ran 2-Wege^Verbindungsstikk verbundeo und die lost Zu dieser Losung wurden 30 mg Etoyldimemylamino- 
NaOH-Iifeungmitca. 1 TVopfen pro 4 Minuten zugetropft 10 propylcarbodiimid (EDQ, gelost in Wasser, zugegeben. 
Nach Zugabe von ungeflihr 0.2 ml der NaOH-Losung war Nach 2 h unter sehr mafiigem Ruhren wuide eine zweite 
die Ldsung entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite Portion von 30 mg EDC zugegebem Nach weiteren zwei 
Portion von 2 ml 0. 1 N Iodlosung zugegeben. Die Reaktion Stunden unter sehr miiBigem Riihren wurde eine dritte Por- 
war nach Zugabe von insgesamt 14 ml Iodlosung und 2.8 ml tion von 40 mg des Carbodiimids zugegeben. Die Reakti- 
NaOH-Losung beendet Die Reaktionsmischung wurde an- 15 onsmischung wurde unter diesen Bedingungen fiber Nacht 
schlieBend gegen entionisiertes Wasser dialysiert belassen t 15 h lang gegen destiUiertes Wasser dialysiert und 

lyophilisieit Der Erfolg der Kopplung wurde nrittels Gel- 
Lactonisierung penneahonschromatographie, SDS-PAGB und kohlenhy- 

. . dratspezifischer Farming (Glyco-Dig-Kit von Roche-Boeb- 

[0063] Die teilweise entsalzte Losung wurde einer Chro- 20 ringer, Basel) nach Blotting auf eine PVDF-Membran nach- 
matographie an einer Kahonenaustauschersaule (Amberiite gewiesen. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug ca. 
IR-120, IF-Form) unterzogen, urn die Aldonatgruppen in 90%. 
A Idons auregruppen umzuwandeln. An schlieBend wurde das 

Wasser durch Lyophilisadon entfernt und so die Lactonform BEISPIEL 4 

erhalten. Bestimmung des Qxidationsgrades: 25 

[0064] Zu jeweils 1 ml Probeniosung werden unter N^At- Kopplung von selektiv oxidierter niedermolekularer HES 
mosphare 1 ml alkalisches Kupferreagenz (3 J g NazPO,, (ox-HES-10 kD) an Huinanseruiiialbumin (HSA) 

4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml HA dazu 10 ml 1 N NaOH, 

8.0 ml 10%iger (GewWol.) CuSO^Losung und 0.089 g K- [0068] In einem Rundkolben mit Magnetriihrer wurden 
Iodat in 10 ml H 2 0, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 30 7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA vollstandig in Wasser 
100 ml auffiiUen) pipettiert Es wird 45 Minuten bei 100°C gelost Die Reaktion wurde nach dem oben beschriebenen 
erhitzt Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2.5%iger Kl-Losung Verfahren fur hochmolekulare HES durchgefunrt, wobei 
und 0.15 ml 1 M H2SO4 addiert Nach 5 Min. wird mit 1 insgesamt 282 mg EDC in drei Aliquots zugegeben wurden 
Tropfen Phenolrot-mdikatorlosung (1% GewWol.) versetzt Die Reaktionsmischung wurde ebenfalls dialysiert und ly- 
und mit 5 mM Na2S203-L6sung bis zum Verschwinden der 35 ophiUsiert wie oben beschrieben. Die Analyse (wie oben) 
Faroe titrierL Aus dem Verbrauch an TitrationsmiUel lafit zeigte, dass Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch wa- 
sich die Konzentration nichtumgesetzter Aldehydgruppen ren die Ausbeuten etwas niedriger als bei der Kopplung mit 
berechnem hochmolekularerox-HES. 
[0065] Es wurde eine annSherad quantitative Ausbeute er- 

zieit (> 98%). Hydroxyethylstarken mit hoherer molarer 40 BEISPIEL 5 

Masse (z.B. 130kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso 

wie Hydroxyethylstarken mit niedrigerer molarer Masse Kopplung von ox-HES-130 kD an Myoglobin (Mb) 

(z. B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach dieser \ferschrift in am> 

lich hohen Ausbeuten oxidiert werden. [0069] 4.3 g ox-HES-130 kD wurden vollstandig in Was- 

45 ser (6-7 ml) gel6st und anschliefiend 100 mg Mb (Sigma, 
BEISPIEL 2 Taufkirchen), gel8st in 10 ml 0.1 M PhosphatpufFer (pH 

K% _ , . _ . , _ , 7.0), zugegeben. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zug- 

fcelektive Oxidation von HES mit CV + -Ionen abe von 30 mg EDC gestartet. Die Zugabe von EDC wurde 

tt ^ 2 Stunden wiederholt, bis insgesamt 90 mg des Carbo- 

IO066] Unter Erwarmen wurde eine Losung von 50 diimids verbraucht waren. Die Reaktionsmischung wurde 
OJ24 mMol HES-130kD in 10 ml entionisiertem Wasser anschlieBend gegen 50 mM Phosphatauffer, pH 7.0, dialy- 
hergestellt. Diese Ldsung wurde in einem 100-ml-Rundkol- siert und lyophilisiert. Die GPC zeigte einen eindeutigen 
ben auf eine Temperatur von 70-80°C erhitzt und mit Produktpeak, der im Ausschlussvoluinen bei 450 nm detek- 
1.17 mMol stabilisiertem Oi 24 (z. B. Rochelle-Salz als Sta- tiert wurde. Aus diesem konnte eine Kopplungsausbeute 
bilisator oder andere Stabilisation) und wassriger verd. 55 von 88% berechnet werden. Die Sauerston^indungskapazi- 
NaOH-Losung versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). tat des hesylierten Myoglobins betrug ca. 76% der Bin- 
Danach wurde die lemperatur auf 100°C erhOht und die Re- dungskapazitat des unmodifizierten Mb. 
aktion solange laufen lassen, bis eine rOtliche Farbe entstan- 

den war. Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmi- BEISPIEL 6 

schungauf4^abgekuMLDerre^^ 60 

durch Filtration entfernt. Das Rltrat wurde gegen entioni- Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase 
siertes Wasser dialysiert und anschlieBend wie in Beispiel 1 (SOD) 
in das Lacton umgewandelt und lyophilisiert Die Oxidation 

verlief quantitativ (Ausbeute > 99%). Nach dieser Methode [0070] Ein Volumentea einer waBrigen Losung von ox- 
hessen sich auch niederirKte^ 65 HES-lOkD (1.05 g/ml) wurde mit einem Volumenteil einer 

HES-25 kD, HES-40 kD) und bohermolekulare HES-Spe- 7mg/ml SOD-Losung (Sigma, Taufkirchen) in 50 mM 
zies oxidieren. PhosphatputTer, pH 7.6, bei Raumtemperatur inkubiert Die 

Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von 280 rag EDC 
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in 5 Portionen iiber einen Zeitraum von 24 h initiiert Der 
Reaktionsveriauf wurde durch GPC-Analytik in Phosphat- 
puffcr und Detektion bci 280 nm verfolgt Nach 24 h wur- 
den 81% des Proteins im hocfamolekularen Bereich der 
Trennsaule gefunden und die Reaktion nach dieser Zeit ab- 
gebrochen. Die Reaktionsrjaischung wurde einer Diafiltra- 
tioo mil einer 30-kD-Membran unterzogen und anschlie- 
Bend lyophilisiert. Massenspektromctriscbe Analyse des 
Produktes zeigte im Mittel ein molares Verhaltnis von HES 
zu Protein voo ca. 3 : 1. 

BEISPIEL 7 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Streptokinase (SK) 

[0071] 3.8 g ox-HES-130 kD wurden zusammen mil 
35 mg Streptokinase (Sigma, Taufkirehen) in mSglichst we- 
rrig 50 mM Phosphaipuffer, pH 7,2, geldst Bei Raumtempe- 
ratur wurden 46.5 mg EDC und 20 mg 1-Hydroxybenzotria- 
zol-Hydrat (HOBt) zugegeben und Reaktion fur insgesamt 
24 h unter leichtem Rtihren gehalten. Nach Dialyse und Ge- 
friertrocknung wurden nach GPC-Analyse ca, 78% des Pro- 
teins als HES-Konjugat gefunden. In der SDS-PAGE war 
mit Silberfarbung eine deutliche Erhdhung der molaren 
Masse der Streptokinase zu beobachten. Parallel dazu konn- 
ten in derhochmolekularenBande Kohlenhydrat-Strukturen 
mit derDigoxigenin-Methode eindeutig nachgewiesen wer- 
den. 

BEISPIEL 8 

Kopplung von ox-HES-130 kD an human es Interleukin-2 
OL-2) 

[0072] 45 mg ox-HES-130 kD wurden in 0.5 ml 50 mM 
Na-Phospfaat-Puffer, pH 6J5, unter leichtem Erwarmen voll- 
standig geldst Nach Zugabe von 0.25 mg humanem (L-2 
(Sigma, Taufkirchen), wodurch die Losung opak wurde, 
wurde bei Raumtemperatur 4-6 h geriihrt AnschlieBend 
wurden 5 mg EDC in 4 Portionen mit j eweils 2 h Zeitdiffe- 
renz zugegeben und (iber Nacht weitergeriihrt, wobei eine 
klare Losung entstand. Analyse mit GPC ergab ca. 65% 
Kopplungsausbeute. 

BEISPIEL 9 

Kopplung von ox-HES-25 kD an humanen Tumornekrose- 
faktoraCrNFa) 

[0073] Zu 86 mg ox-HES-25 kD in ca. 0.4 ml 0.1 M Phos- 
phatpurTer (pH 7.0) wurden 0.3 mg hTNFa (Sigma, Taufkir- 
chen) gegebea. Die triibe Losung wurde fur ca. 2 h gerflhrt 
bevor 1 mg EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. Es 
wurde fiir ca. 6 h weitergeriihrt, wobei die Losung im Laufe 
der Reaktionszeit klar wurde. Das Kopplungsprodukt wurde 
durch Ultrafiltration und Gefriertrocknung isoliert und mit- 
tels GPC und Detektion bei 280 nm analysiert. Dabei wurde 
eine Kopplungsausbeute von annanemd 74% gefunden. 



puffer, pH 7.4, pipettiert. 

[0075] Die Reaktion wurde durch Zugabe von 35 mg 
EDC gestartet und fur 2 h vorsichtig gerflhrt. Dies wurde 
noch 2 x wiederholt, da nach dieser Zeit in der GPC-Ana- 
5 lyse bei 280 nm kein Peptid-Peak mehr zu erkennen war, 
d. fcu, eine annahemd vollstandige Umsetzung zum Kopp- 
lungsprodukt stattgefunden hatte. Dieses Kopplungsprodukt 
wurde mit einer 30 kD-Membran diafiltriert und aus Fhos- 
phatpufFer-L5sung lyophilisiert Aus den Ergebnissen einer 
10 MALDI-Massenspektroskopie konnte auf eine 1 : 1-Su> 
chiometrie zwischen Peptid und HES geschlossen werden. 

Beispiel 11 

15 Kopplung von hochmolekularer HES (HES- 130 kD) an Hu- 
manserum albumin (HSA) 

[0076] 9.75 g HES-130 kD wurden vollstMndig in Wasser 
(6-7 ml) gelost und anschlieBend 50 mg HSA, gelost in 
20 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Die Reak- 
tionsmischung wurde mit einem Magnetruhrer geriihrt. Die 
Losung wurde dann mit NaBH 3 CN (50-70 mg) gemischt 
und einige Minuten leicht gerDhrt Die Losung wurde weiter 
alle zwei Stunden fiir 15 Minuten geriihrL Danach wurde ein 
25 weiteres Aliquot von NaBH 3 CN (etwa 50 mg) zugegeben. 
Am Ende (nach fast 36 h Reaktionszeit) war eine Gesamt- 
menge von 285 mg NaBH 3 CN eingesetzt worden. Die Lo- 
sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
erfolgte wie in Beispiel 4 beschrieben. Die Kopplungseffi- 
30 zienz betrug etwa 65%. 

Beispiel 12 

Kopplung von medermolekularer HES (HES- 10 kD) an Hu- 
*5 manserum albumin (HSA) 

[0077] 4.5 g HES wurden vollstandig in Wasser (4-5 ml) 
gelost und dann 50 mg HSA, gelost in 1 ml 0. 1 M Phosphat- 
puffer (pH 7.4), zugegeben. Als die Losung klar war, erfor- 
40 derlichenfalls durch RQhren mit einem Magnetruhrer be- 
wirkt, wurde NaBRj (50-70 mg) zugegeben und unter 
leichtem Riihren eingemischt Die Losung wurde ohne Riih- 
ren zwei Stunden lang stehengelassen und dann alle zwei 
Stunden fur 15 Minuten gerflhrt, wie bei der Reaktion mit 
45 hochmolekularer HES. Als die Losung keine Blasen (H 2 - 
Entwicklung) mehr zeigte, wurde ein weiteres Aliquot von 
NaBHt (etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende war eine Ge- 
samtmenge von 180 mg NaBH* eingesetzt worden. Die L5- 
sung wurde dann dialysiert und lyophilisiert Die Analyse 
50 erfolgte orittels Gelpermeationschromatographie (GPC), die 
Ausbeute lag bci ca. 15%. 

BEISPIEL 13 

55 Kopplung von HES -40 kD an Asparaginase 



BEISPIEL 10 

Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glucagon-iike Peptide" 
(GLP-1) 

[00741 In einem moglichst geringen Volumen Wasser 
wurden 7.4 g ox-HES-130 kD unter Erwarmen und leichtem 
Rflhren geldst Dazu wurde eine Losung von 10 mg GLP-1 
in der Arnid-Form (Bachem, Schweiz) in 50 mM Phosphat- 



[0078] 3.0 g HES-40kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca, 4 ml) gelost Dazu wurde eine Losung von 80 mg Aspa- 
raginase (Sigma, Taufkirchen) in 6 ml 0.1 M Boratpuffer, 
60 pH 9.0, gegeben und solange geriihrt bis die Reaktionsmi- 
schung klar war. AnschlieBend wurde die Temperatur auf 
37°C erhfiht und nach 2 h ca. 50 mg NaBH 3 CN zugegeben. 
Dieser Reaktionszyklus wurde noch 3 X wiederholt Zur 
Aufarbeitung des Produkts wurde die Reaktionsmischung 
65 gegen 0.1 M Pbosphatpuffer, pH 7.4, dialysiert Die Aus- 
beute an Kopplungsprodukt betrug ca. 61%, wobei ca. 73% 
der Asparaginaseaktivitat wiedergefunden werden konnten. 
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BEISPIEL 14 

Kopplung von HES-130 kD an humanes Interleukin-2 (Hr 

2) 

5 

[0079] 50 mg HES- 130 kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca, 0.2 ml) gelost Dazu wuide cine Suspension von 
025 mg humanes IL-2 (Sigma, Taufkirchen) in 0.2 ml 0,1 
M Boratpuffer T pH 9.0, gegeben und solange gertihrt, bis die 
Reaktionsmischung klar war (4 h). Im Abstand von je 4 h 10 
wurden jeweils 1 mg NaBH 3 CN zugegeben und weiterge- 
riihrt. Nach weiteren 24 h Reaktionszeit wurde gegen 0.1 M 
PhosphatpufFer, pH 7.4, dialysiert und lyophilisiert Die 
Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug nach Analyse dutch 
GPC ca. 42%. ' 15 

BEISPIEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

20 

[0080] 4.0 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser 
(ca. 6 ml) gel5st Dazu wurden 55 mg Insulin aus Rinder- 
pankreas (Sigma, Taufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, 
pH 9.0, gegeben und fur ca. 24 h bei 37°C geruhrt Das Re- 
duktionsraittel NaBH 3 CN (60 mg in 30 ml) wurde iiber ei- 25 
nen Zeitraum von 8 h Langs am zugetropft Anschlieflend 
wurde fur weitere 24 h geruhrt und die Reaktionsmischung 
durch Ultrafiltration (30 kD) von Salzen und nicht umge- 
setzten Reagentien befreit Duich Lyophilisation wurde ein 
stabiles Kopplungsprodukt erhalten, Ca. 55% des eingesetz- 30 
ten Insulins wurden als HES-Konjugat wiedergefunden. 

Patentansprikhe 

1. Hytoxyalkylsta^ke-Protein-Konjugat, dadurch 35 
ge&enmzefchii&t, dass die bindende WechSelwirkung 
zwischen dem HydroxyalkybtarkemolekUl und dem 
Protein auf einer kovalenten B induing bemht, welche 
das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen (i) der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Al- 40 
dehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorge- 
gangenen funktionellen Gruppe des Hyaroxyalkylstar- 
kemolekuls und (ii) einer mat dieser Aldehydgruppe 
Oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe 
des Hydroxyalkylstarkeraolekuls reaktionsfSihigeo 45 
funktionellen Gruppe des Proteins ist wobei die bei der 
Kopplungsreakdon unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur oben 
genannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann, 

2. Hydroxyalkylstarko-Protein-Konjugat nach An- 50 
spruch 1, dadurch gekennzeichnet dass die aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarke- 
molekiils durch chemische Umsetzung hervorgegan- 
gene funktionelle Gruppe eine der funktionellen Grup- 
pen tines bifunktioneUen Linkermolekuls ist, mil dem 55 
die endstandige Aldehydgruppe umgesetzt wurde. 

3. Hydroxyalkylsta^e-Protein-Konjugat nach An- 
spruch 1 oder % dadurch gekennzeichnet, dafi die reak- 
tionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins eine der 
funktionellen Gruppen eines bifunktioneUen Linker- go 
molekuls ist, welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. Hydroxyahtylsta^e-Protein-Konjugat nach An- 
spruch 1 oder % dadurch gekennzeichnet, dafi die reak- 
tionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins durch re- 
kombinante Veranderung der ursprunglichen Amino- 65 
sauresequenz in das Protein eangefuhrt wurde. 

5. HydroxyalkylstarkB-Protein-Konjugat nach An- 
spruch 1, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
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kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
don zwischen einer durch selekdve Oxidation der end- 
standigen Aldehydgruppe gebildeten Carboxylgruppe 
oder aktivierten Carboxylgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkemolekuls und einer primaren Aminogruppe oder 
Tnioigruppe des Proteins ist 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, dass die kovalente Bindung eine Amidbindung ist, 
welche das Ergebnis einer Kopplungsreakdon zwi- 
schen ein em durch selekdve Oxidation der endstandi- 
gen Aldehydgruppe des HydroxyalkylstarkemolekQls 
gebildeten aktivierten Carboxylgruppe und einer pri- 
maren Aminogruppe des Proteins ist. 

7. Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die kovalente Bindung eine Amin- 
bindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreak- 
don zwischen der endstandigen Aldehydgruppe des 
HydioxyalkylstMrkemolekCUs und einer primaren Ami- 
nogruppe des Proteins unter Bildung einer Schiff schen 
Base und der Reduktion der Schiff schen Base zum 
Amin ist 

8. Konjugat nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 4 
bis etwa 1000 kD aufweist 

9. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass das HydroxyalkylstarkemolekQl ein Moleku- 
largewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist. 

10. Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Moleku- 
largewicht von etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist 

11. Konjugat nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Mo- 
lekulargewicht von etwa 130 kD aufweist 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul einen Substitutionsgrad von etwa 03 bis etwa 
0,7 aufweist 

13. Konjugat nach einem der AnsprQche 1 bis 12, da- 
durch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein Verhaltnis der Cjr zu (^-Substitution von 
8 bis 12 aufweist 

14. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 13, da- 
durch gekennzeichnet dass das Hydroxyalkylstarke- 
molekul ein Hydroxyethylstarkeraolekul ist 

15. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 14, da- 
durch gekennzeichnet dass das Protein eine regulatori- 
sche oder katalytische Funktion, eine Signalvermitt- 
lungs- oder TVansportfunktion oder eine Funktion bei 
der Immunreaktion oder AuslSsung einer Immunreak- 
tion besitzt 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Protein aus der Gruppe aus Enzy- 
men, AntikOrpem, Antigenen, TYansportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen und Prohormonen, 
Wachstumsfaktoren und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, 
Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aktivatoren, In- 
hibitoren oder einem funktionellen Derivat oder Frag- 
ment davon ausgewahlt ist 

17. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Protein a-, ft- oder ^Interferon, 
ein Interieukin, ein Serumprotein, z. B. Albumin oder 
ein Gerinnungsfaktor, Erythropoietin, Myoglobin, He- 
moglobin, ein Plasminogenaktivator, BCGF, BDGF, 
EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, TGF-o, TGF- 
P, ein Kolonie-stimutterender Faktor, ein BMP, Soma- 
tomedin, Somatotropin, Somatostatin, Insulin, Gona- 
dotropin, o>MSH, Triptorelin, Prolactin, Calcitonin, 
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Glucagon, ein Glucagon- ahntiches Peptid, z. B. GLP-1 
odcr GLP-2, Exendin, Leptin, Gastrin, Secretin, ein In- 
tegrin, ein Hypothalamushormon, z. B. ein ADH, Oxy- 
tocin, ein Iiberin oder Stalin, ein Schildditisenhormon, 
z, B. Thyroxin, Thyrotropin, Thyroliberin, ein Wachs- 5 
tumshormon, z. B. Human- Wachstumshormon, LH, 
FSH, ein Pigmenthormon, TNF-ct oder TNF-ft Hiru- 
din, ein Lipoprotein oder Apo-Lipoprotein, z. B. Apo- 
B, Apo-E, Apo-L^, ein Oligolysin-Protein, ein RGB- 
Protein, ein Lektin oder Ricin, Bienengift oder ein 10 
Schlangengift, ein Immunotoxin, Ragweed-Allergen, 
Antigen E, ein Immunglobulin, oder ein Rezeptor fur 
eines dieser Proteine oder ein funktionelles Derivat 
oder Fragment eines dieser Proteine oder Rezeptaren 
ist 15 

18. Xonjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das Protein ein Enzym ist, welches 
aus einer Asparaginase, Arginase, Arginmdeaminase, 
Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase-Aspa- 
raginase, Phenylalankanmioniumlyase, Tryptopha- 20 
nase, Tyrosinase, Superoxiddisrnutase, Endotoxin ase, 
Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, Chymotiyp- 
sin, Elastase, Thermolysin, einer Lipase, Uricase, Ade- 
nosindipbosphatase, Purinnukleosidpbosphorylase, Bi- 
lirubinoxidase, Glucoseoxidase, Glncodase, Giuconat- 25 
oxidase, Galaktosidase, Giucocerebrosidase, Glucuro- 
nidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, einem Gewebe- 
plasminogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, einer 
MAP-Xinase, DNAse, RNAse, Lactoferrin, und funk- 
tionellen Derivaten oder Fragmenten davon ausge- 30 
wahlt ist 

19. Pharmazeutiscbe Zusammensetzung, umfassend 
eine wirksame Menge eines Konjugats nach einem der 
Ansprikhe 1 bis 18 sowie einen pharmazeutisch an- 
nehmbaren Trager und gegebenenfalls weitere Hilfs- 35 
und Wirkstoffe. 

20. Verwendung eines Konjugats nach einem der An- 
spruche 1 bis 18 oder einer Zusammensetzung nach 
Anspruch 19 zur therapeutischen oder praventiven Be- 
handlung von Menschen oder Heren. 40 

21. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxy alky 1- 
starke-Protein-Konjugats nach einem der Anspruch e 1 
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass in waBriger Lo- 
sung eine Kopplungsreaktion zwischen der endstandi- 
gen Aldehydgmppe oder einer aus dieser Aldehyd- 45 
gruppe durch chemische Umsetzung hervorgegange- 
nen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemo- 
lekQls und einer mit dieser Aldehydgmppe oder daraus 
hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxy- 
alkylstarkemolekuls reaknonsfamgen funktionellen 50 
Gruppe des Proteins durchgefuhrt wind und die bei der 
Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion modifiziert 
wird. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass das Reaktionsmedium der Kopplungsre- 
aktion Wasser oder eine Mischung aus Wasser und ei- 
nem organischen Losungsmittel ist, wobei der Wasser- 
anteil der Mischung mindestens 80% betragt 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch ge- «> 
kennzeichnet, dass die endstandige Aldehydgmppe des 
Hydroxyalkylsta'rkemolekuls durch selective Oxida- 
tion in die entsprechende C arboxy lfunktion alitat iiber- 
fubrt und diese anschlieBend unter Aktivierungsbedin- 
gungen in waBriger Losung mit einer frcien Amino- 65 
gruppe des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hy- 
droxyalkylstarkemolekUl durch eine Amidbindung an 
das Protein gebunden wird. 
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24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die selekdve Oxidation der Aldehyd- 
gmppe mit Iod oder Mctallionen in wSfiriger basischer 
Losung durchgefilhrt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Kopplungsreaktion in Gegeo- 
wart eines Carbodiimids durchgefuhrt wird 

26. Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Carbom'imid l-(3-Dimethylamino- 
rropyl>3-ethylcarrxxiiimid (EDC) ist 

27. Verfahren nach Anspmch 21 oder 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die endstandige Aldehydgmppe des 
Hydroxyalkylstiirkemolektils mit einer freien Amino- 
gruppe des Proteins unter Bildung einer Schiff schen 
Base gekoppelt wird und die gebildete SchifTsche Base 
zum Amin reduziert wird, so dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekiil durch eine Aminbindung an das Protein 
gebunden wird. 

28. Verfahren nach Anspmch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass sowohl Kopplung als auch Reduktion in 
waBriger Losung stattfinden. 

29. Verfahren nach Ansprucbe 27 oder 28, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass das Reduktionsmittel Natriumbor- 
hydrid, Natriumcyanoborhydrid oder ein organischer 
Borkomplex ist 

30. Verfahren nach einem der Ansprikhe 27 bis 29, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Kopplungs- und Re- 
duktionsreaktionen gleichzeitig durchgefuhrt werden. 

3 1 . Verfahren zur Herstellung von selektiv an der end- 
standigen Aldehydgmppe oxidierter Hydroxyalkyl- 
stSrke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxyal- 
kylstarke in einem Molverhaltnis von Iod zu HAS von 
2 : 1 bis 20 : 1 in waBriger basischer LBsung umgesetzt 
wird. 

32. Verfahren nach Anspmch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Molverhaltnis von Iod zu HAS etwa 
5 : 1 bis 6 : 1 betragt 

33. Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in war- 
mem destiUiertem Wasser gelftst wird und etwas 
weniger als 1 Molaquivalent waBriger Iodlosung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-L5sung in einer molaren Konzentra- 
tion, die etwa das 5~15fache der Iodlosung be- 
tragt, langsam tropfenweise in Abstanden von 
mehreren Minuten der Reaktionslosung zugege- 
ben wird, bis die Ldsung nach der Zugabe be- 
gin nt, wieder klar zu werden, 

c) emeut etwas weniger als 1 Molaquivalent waB- 
riger Iodlosung der Reaktionslosung zugegeben 
wind, 

d) das Zutropfen der NaOH-Ldsung wieder auf- 
geoommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt wer- 
den, bis etwa 5,5-6 Molaquivalente Iodlosung 
und 11-12 Molaquivalente NaOH-Losung, bezo- 
gen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben wor- 
den sind, 

f) die Reaktion dann abgebrocben und die Reak- 
tionslosung entsalzt und einer Kationcnaustausch- 
chromatographie unterworfen und das Reaktions- 
produkt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfahren nach Anspmch 33, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei der wflBrigen Iodlosung urn 
eine etwa 0,05-0,5 N Iodldsung handelt 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die molare Konzentration der 
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NaOH-Losung etwa das lOfache der Iodlosung betragt. 
36. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der end- 
standigen Aldchydgruppc oxictierter Hydroxy alkyl- 
starke, dadurcb gekennzeichnet, dass die HAS in w&fi- 
riger alkali sch ex Losung mit einem molarep t)barscbufi 
an stabilisierten Metallionen, ausgewahlt aus Cu 2+ -Io- 
nen und Ag + -Ionen, oxidiert wird. 
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